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本論文の要旨は第10回日本臨床免疫学会総会 (1981年 6月, 東京) に お い て発表 した.
細胞 融合法を用 い て 塩基性 フ ェ ト プ ロ テ イ ン (basic fetopr otein 以下 B F Pと略す) に対するモ ノ ク
ロ ー ナル 抗体 を作製した ･ 免疫に は 8過令の B A L B/c 雄 マ ウ ス 5 匹 を用 い 10- 50JJg の B F P を腹腔内も
しく は静脈内に計 4 回投与 した . 2週後に は マ ウス 血中に 抗 B F P抗体が認 めら れた . 細胞融合は Her z en.
be rg ら の 変法に 準 じ, 最終免疫 3 ～ 4 日目 に 免疫 マ ウ ス よ り脾臓を取 り出 し, 親株細胞(B A L B/c マ ウス
由来の P 3- Ⅹ63･A終 Ul) と細胞数 比 10: 1 にて 50%ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 存在下 に 37｡Cに て 融合 を
行っ た ･ H A T培 養液 に よ り融合細胞 を選 択後, 1 25I 標識精製 B F P を用い た r adioim m u n o as say に て抗
B F P抗体産生融合細胞を選び, 1imitingdilutio n, Single cellm a nipulatio nに て 5 クロ ー ン を確立 した.
5 クロ ー ン はそ れ ぞれ B M A l, 2, 3, 4, 5 と命名 した. その 免疫 グ ロ ブ リ ン の サ ブク ラス はそれ ぞ
れIgG 2a･ IgG2a, IgGl, IgGl, IgGl であ っ た . 確立 した 5 クロ ー ン の抗体 の 抗原特異性を competitiv e
in hibitio n a ss ay と dire ct a ntigen binding a ss ay に て検討し たと こ ろ 5 クロ ー ン はす べ て抗原特異的で
ある こ とが 確認され た . さ ら に , 患者血 清中に は B FP と共通抗原性 を有す る物質が存在す る可能性が推測
され た
･ 今回作製 した モ ノ ク ロ ー ナル 抗体 に よ り, 安定 な測定系の確立が可能 とな り, B F P の詳細 な解析
に よ り B F Pに お い て も癌特異的 B F Pの発見が期待さ れ た.
Key w o rds Basic Fetopr otein, Hybridizatio n, M o n o clo n al antibody,
Antigen spe cificity.
1963年, ソ連 の A bele vが 胎児性蛋白で ある α フ ェ
トプロ テイ ン (α -Fetopr otein, 以 下 A F P と略す)を肝
癌移植 マ ウ ス 血 中に 発見 し て以 来1), 胎 児性病蛋白と
総称さ れ る 蛋 白が い く つ か 報告さ れ て い る. 塩 基性
フ ェ ト プ ロ テイ ン (Ba sic Fetopr otein , 以下 B F P と
略す) は1974 年石井 に よ り と 卜胎児血清お よ び胎児腸
組織抽出液から発 見さ れ た胎児性病蛋白で2)3), 肝癌,
膵癌, 乳癌, 白血 病, 骨髄腫等で 高率に 高値 を示 し担
病状態の 診 断 に き わ め て有用 で あ る と 報告さ れ て い
る . しか し, こ れ ま で B F Pの 精製 はき わ め て困難であ
りそ の 作製 も容易で は な か っ た .
1975年, Milstein と K6hle rは細胞融合法 を用 い て
特異抗体を持続的に 産 生する B細胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を
作製し た4). 本法の 開 発に よ り徴適 抗原 に 対 す る抗体
を大 童 に しか も単 一 抗体と して作製 する こ とが可能と
な っ た
.
今 回 B F Pに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 の 作製 を
行 っ た の で 報告する.
対象お よ び方法
Ⅰ) 免疫動物
8 週令 で 体 重 25～ 36 グ ラム の B A L B/cAnNCrj
(C hale s River よ り購 入) の 雄 マ ウ ス 5 匹に 免疫 を
行 っ た .
Ⅰ) 培 養 i夜
各培糞液の 作製は下 記の 如く行 っ た .
1) 5%お よ び 10% 仔牛胎児血清加 R P M I(5%,
1O%fetal c alfs erum -R P M I, 以下 5%, 10% F C S･
Establishm ent of Anti-Basic Fetoprotein Mono clo n al Antibody･ Yoshika z uKo m atsu,
Departm e nt of Intern al Medicin e(Ⅰ), (Dir ector‥Prof･ N ･ Hattori), Scho ol of M edicin e,
Ka n a za w auniv ersity,
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R P MIと 略す): R P M I 1640(日水社製) に 5%お よび
10%の仔牛胎児血清(GI B C O社製), 2 m M の し グル
タミ ン , 0.2 m g/ml のカ ナ マ イ シ ン , 2 mg/ml の Na2
Co3を添加 した 培養液.
2) H A T培養液 :10% F C S-R P M Iに Hy po x an -
tin el XlO
- 4M . Amin opte rin4 × 10
~ 7M , Tymi din e
l.6×10
- 5M添加 した培養液.
3) H T培養液:10%F C S- R P M Iに Hypo x antin e
lXlOL4M , T hymidin el.6×10～ 5M 添加 した培養液.
ⅢⅠ) 親株細胞
B A L B/c マ ウ ス 由来の pla s m o cyto m a c ell lin e
(M O P C-21) で 8T アザ グア ニ ン 耐性株で あ る P 3一Ⅹ63-
Ag8-Ul(以下P3･ Ulと略す)を用 い た
5)
. P 3-Ul は免疫
グロ ブ リ ン の L 鎖が細胞質内 に 存在 す る が 分泌は し
な い n o n se c reto r細胞で あ る.
ⅠⅤ) 細胞融合
抗 B F P抗体産生 B細胞 を作製 す るた めに ,B A L B/c
マ ウス の 腹 腔 内お よ び静脈内 に 石 井 よ り供与さ れ た
精製 B F P lO～ 5叫 g を 10～ 14 日お き に 4回 免疫 した
(図 1). 初回 免疫時 に は同時 に ア ジ エ バ ン ド と し て
Bordetella pe rtu ssis v a c cin e(1×10
9
0rganism s/
m o u se) を用い た. 最終免疫の 3 ～ 4 日後 に 免疫 し た
B A L B/c マ ウ ス よ り肺臓 を取 り出 しリ ン パ 球浮遊液
を作製 し B細胞と した. 親株細胞 P 3-Ulは 5 % F C S･
R P M lに て培養, 増殖さ せ その 増殖期 に あ る細胞 を細
胞融合に用い た.
次 に , He rz e nbe rg ら叫の変法に 準 じ て抗 B F P抗体
産生B細胞 とP 3- Ul の細胞融合を行 っ た. 細胞融合 は
牌細胞 1 ～ 2 ×108個と P 3･Ul l ～ 2 ×10
7個 と を (細
胞数比 10: 1), 50%ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (B D H
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細胞融合後, 細胞 は 10% F C S･R P MI 20mlに 浮
さ せ 96w ells 培 養 マ イ ク ロ プ レ ー ト 2 枚 に 20〟1/
w ell ずつ 分注 した.
培養液の 交換 は細胞融合後第 1, 2, 3, 5, 8,
1 1, 14 日目に 100jLl/w e11ずつ H A T培養液に て行 っ
た . それ 以 後は 融合細胞の 増殖の 程度 をみ な が ら適時
培養液 を交換 した.
H A T培養液 に て 約 4 週間融合細胞 を培養 し た後
H T培 養液 に て 10 日間培 養 し 以 後 は 10% F C S-
R P M Iに て 2週 間培養, 次 い で 5 % F C S-R P M Iに て
培養 を行 っ た .
Ⅴ) 血 中お よ び培養上清中の 抗体価の 測 定 ( 表1)
免疫 マ ウス の 血 中抗体価 は免疫開始後 14 日目と 24
日目 に 採血 し, 下 記の 方法 で測定し た. ま た融合細胞
の抗体産生の 有無を検討す る ため培養上清中の抗体価
を測定 した. 抗体価の 測定方法 は ア フ ィ ニ イ テ ー カ
ラ ム で 精製 した 家兎抗 マ ウス 免疫 グ ロ ブ リ ン (以 下
Rab bita nti- m O u S eIg と略す) (100JLg/ml) を付着さ
せ た 96w ells ソ フ ト タ イ タ
ー プ レ ー ト に 被検血 清あ
る い は培養上清 30〟1 を加 え室温に て 1 時間反応させ
洗浄後各 w ellに ク ロ ラ ミ ン T法 に て標識 し た
Ⅰ2 5Ⅰ標
識精製 B F P 30JJl を加 え さ ら に 室 温に て 1 時間反応
さ せ た 後洗浄 し比活性 を γ･ カ ウ ン タ ー に て 測定 した
(P B A法) 7). 被 検 血 清 は あ ら か じ め P ho sphate･
buffe r ed s alin e(10m M , pH 7.2) (以 下 P B S と略す)
に て 500倍も し くは 1000倍に 希釈 し測定 した. また対
照と して 正 常 B A L B/c マ ウ ス 血清も し く は 培養液を
用 い た.
ⅤⅠ) ク ロ ー ニ ン グ
単 一 ク ロ ー ン の 融合細胞 を得る た め培養上清中の 抗
体価 の 高値 で あ っ た w ellを選 択 し て ク ロ
ー ニ ン グを
行 っ た . 方法は まず1imitingdilutio nを行な い その培
B F P50 pg 十 加 ㌘d留吉gZ Zα Pe ㌘ね ββ五β
v a c cin e l x 1 09 0 rga nis m s/ m o u s e i . p .
B F P l Opg/m o u s e 土 ･ p ･
B F P l Ollg/m o u s e 土 ･ p ･
B F p 5 0pg/m o u s e 土 ･ Ⅴ ･
C el l fu s土o n
Fig. 1. Pr oto c ol of im m u nizatio nby B F P･
B FP に 対す るモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 の 作製
養上浦中の抗体価 が高く しか も 免疫 グ ロ ブ リ ン の サ ブ
クラ ス の 明 ら か な w ellに つ い て さ ら に single c ell
m a nipulatio nを行 っ た .
1) li miting dilution : Original plate の 各 w ell を
ピ ペ ッ ティ ン グ し100偶の 融合細胞 を取 り出し約 10
ml の培養液に 浮遊さ せ た. 次に , fe ede rlayerを含ん
だ s ec o nd plate (96w ells培養 マ イ ク ロ プ レ ー ト) に
1 w ell当 り 1個 入 る よ う に 100〟1ず つ 分注 しク ロ ー
ニ ン グ を行 っ た . なお , 1 w ell よ りs e c o nd plate は
1枚作製し た.
2 )single c ellm a nipulatio n : O rigin alplate の各
w elI を ピペ ッ テ ィ ン グ し適当数 の 融合細胞 を シ ャ ー
レ に取り 出し, マ イ ク ロ マ ニ プ ユ レ 一 夕 ー を用 い て 顕
微鏡下 で 1 個 の 融合細胞 を吸 引 しfe ederlaye rを含
んだ se c o nd plate に 1 w e11当り 1 個ずつ 培養 した.
なお, fe ederlayer は以 下の 如く作製 した. ク ロ ー
ニ ン グ を行う 前 日 に B A L B/c マ ウ ス よ り胸腺 を採取
し リ ン プ 球浮遊液 を作製 し た. s e co nd plate の 96
w ells培養 マ イ ク ロ プ レ ー トに 1 w ell当 り 1 ×106個/
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100J`1ず つ 分 注 し24時間培養後fe ede rlaye rと し
た. 使用 した培養液 はク ロ ー ニ ン グ時に 融合細胞の培
養に 使用 し て い た液 を用 い た.
Ⅵり 高力価抗体産生株の 選 択 (表2)
ク ロ ー ン 化融合細胞よ り高力価抗体産生株 を選択 す
る ため ク ロ ー ニ ン グ した 融合細胞の 培養上清中の免疫
グ ロ ブリ ン 量 を以下の方法で測定した.
Rab bit a nti- m O u SeIg (100/噌/mi) を付着 させ た
96w ells ソ フ ト タイ タ ー プ レ ー トに , P B Sに て 100倍
に 希釈 した培養上清を 30ノJl加 え室温に て 1時間反応
させ た後洗浄した. さ ら に1 25Ⅰ標識 Go ut a nti- m O u Se
Ig30〃1 を室温に て 1 時間反 応させ 洗浄後比活性を γ･
カ ウ ン タ ー に て 測定 した. 対照と して培養液を用い た.
†M) 免疫グ ロ ブ リ ン サ ブ ク ラス の 決定 (表3)
ク ロ ー ン 化 した 融合細胞 の 産生す る免疫グ ロ ブリ ン
がIgGl, IgG2a, IgG 3, IgM の どの サ ブク ラ ス に属 す
る もの か を検討 した.
測定方法 は, まず Rabbit anti- m O u SeIg (100/Jg/
ml) を付着さ せ た 96w ells ソ フ ト タイ タ ー プ レ ー ト
Table l. Pr oto c ol of anti-ba sic fetoprotein (B FP)tite rin m o us e s eru m and cultur e
S uPer n ata nt.
1 . Co at w ells withr abbit a nti- m O u S eim m u n ogIobulin(50/上l of lOOpg/ml)fo rl ho u r
at r o o mte mpertu r e(R. T .)
2 . Wa sh 3tim e s with O.5% bo vin e se r u m albumin (B S A) 十 0.1% NaN,in pho sphate･
buffer ed sal in e(P B S) (10m M , pH 7.2) (B S A buffer)
3 . Ap ply diluted im m u niz ed m o u se s e r u m o r cultu r e s upe r n at nt(30pl)
4 . In c ubate forl ho u r at R. T .
5 . W a sh 3tim e s with B S A buffer
6 . Ap ply
125I-1abeled B F P(30FLl)
7 . In c ubate fo rl ho u r at R . T .
8 . W a sh 6-7tim es with PBS
9, Co u nt
Table 2. Proto c olof s ele ctio n of hy pr odu c er.
1 . Co at w e11s with r abbit a nti- m O u S eIg(50FLl of lOOpg/ml)fo rlho ur at R. T.
2 . W a sh 3tim e swith BSA buffer
3 . Ap ply diluted cultu r e s upe r n at nt(30pl)
4 . In c ubate for l ho u r at R . T .
5 . W a sh 3tim e swith B S A buffer
6 . Ap ply
125Ⅰ-1abeled go at a nti- m O uS eIg(30pl)
7 . In c ubatefor l ho u rat R . T .
8 . W a sh 6-7tim eswith P B S
9. Co u nt
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に , 0.5% 牛血清ア ル ブ ミ ン 加 P B S(0.5% bo vin e
s e ru m albu min in PBS 以下 B S A buffe rと略す) に
て 100倍 に 希釈 した培養上清 30〟1 を加 え室温 に て 1
時間反応させ た後洗浄 した. 次に IgG l, IgG 2a に 対す
る抗体が C57BL/6 マ ウス 由来(Be cto n･Dick in s o n社
製) で あ る の で 非特異的反応 を除去 す る た め 正 常
C 57 B L/6 マ ウ ス 血 清30JLl を各 w e11に 添加 し室温 に
て 1時間反応さ せ た上 洗浄 し, さ ら にⅠ2 5Ⅰ を標識 した
抗IgGl, IgG 2a, IgG 3, IgM , m Ou S eIg抗体 と室温
に て 1時間反応後洗浄 し各 w ell の 比活性 を γ･ カ ウ ン
タ ー に て 測定 しサブ ク ラ ス を決定 した . 対照と して培
養液 を用 い た.
Ⅸ) 抗原 特異性 の 検討
ク ロ ー ン化 した融合細胞 の産生 す る抗体が B F Pに
特異的抗体で ある か 否か に つ い て培養上 清を用 い て 以
下の 方法 に て検討 した .
1) c o mpetitiv einhibitio n a ss ay (表4)
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Rab bit a nti- m Ou SeIg (100FLg/ml) を付着さ せた
96w ells ソ フ トタイ タ ー プ レ ー トに B S A bufferに て
200～ 1200倍に 希釈 し た ク ロ ー ン化融合細胞の 培養上
清 30/Jlを加 え室温 に て 1時間反応後洗浄 した. 次に
B S A buffe rに て 0.001～ 100p g/mlに 希釈 した既 知
量 の精製 B F P15〟l も し く は 従来 の 抗体 を 用 い て
B E Pを 除去 した 検体 (以下 B F P-fr ee s a mple と略す)
の 原液 お よ び B S A buffe rに て 10倍 よ り段階希釈し
た B F P･fre e s a mple15jLl と
1 25Ⅰ標識 B F P 15JLlを同
時 に 加 え室温 に て 1 時間反応後洗浄 し γ- カ ウ ンタ ー
に て比 活性を測定 した . 対照と して B S A bufferを用
い た
.
2) antigenbindinga s say (A B A法) (表5)
精製 B F P(100p g/ml)を付着させ た 96w ells ソ ヌ トタイ
タ ー プ レ ー ト に B S A buffe rに て 20倍 よ り倍々 希釈
した ク ロ ー ン 化融合細胞の 培養上清30ノJl を加 え室温
に て 1 時間反応後洗浄 し た. 次 に 12 5Ⅰ 標識 Rabbit
Table 3. Pr oto c ol ofdete ctio n of im m u n oglobulin s ubclass.
1 . Co at w ells with r abbit a nti- m O u S eIg(50FLl of l OOJLg/ml)fo rl ho ur at R･ T ･
2 . W a sh 3tim e s with B S A buffe r
3 . Ap ply diluted c ultu r e s upe rn at nt(30pl)
4 . In c ubate io rl ho u r at R. T .
5 . Wa sh 3tim es with B S A buffe r
6 . Apply s er u m of 57 B L/6(forIgGl, IgG 2a) o rB S A buffe r(forIgG3,IgM , m Ou S e
Ig) (50〟l)
7 . ln c ubatefo rl ho u r at R. T,
8 . W ash 3tim e swith B SA buffe r
9 . Ap ply
125I-1abeled a nti･IgGl, a ntトIgG 2a, anti-IgG 3, a nti
-IgM o r a nti m o u s eIg
(30/川
10. In c ubate for .1 hou r at R. T ･
11. Wa sh 6-7 tim es with P B S
12. Co u nt
Table 4､ Pr oto c ol of competitiv einhibitio n a s say･
1 . Co at w ells with r abbit a nti- m O u S eIg(50FLl of lOOFLg/ml)fo rl ho ur at R･ T ･
2
.
Wa sh 3tim e s with BSA buffer
3 . Ap ply adequ ately diluted cultu r e s upernatant(30FLl)
4 . In c ubatefo rl ho ur at R. T .
5 . Wa sh 3tim es with B S A buffe r
6 . Ap ply B F Ps a mple o rB F P-fre e sa mple(15FLl)a nd 12 5I-1abeled B F P(15pl)
7 . Inc ubate for l ho u r at R. T.
8 . W ash 6-7 tim eswith P B S
9. Co u nt
B F Pに 対す るモ ノ ク ロ ー ナル 抗体の 作製
a nti- m O u S eIg30JLl を加 え室温 に て 1時間反応後洗
浄し γ- カ ウ ン タ ー に て 比 活性 を測定 した. 対照と して
培養液を用 い た.
X) 標準曲線の 作製 ( 表6)
患者血清中の B F P値を測定す る た め に, 確立 した
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 よ り 1種 を選 び標準曲線 を以下の
方法に て作製 した.
Rab bit a nti･ m O u SeIg (100JLg/ml) を付着さ せ た
96w ells ソ フ ト タイ タ ー プ レ ー ト に B S A buffe rに て
10,000倍 に 希釈 し た ク ロ
ー ン 化融合細胞 の 培養上清
30〃1 を加 え室温 に て 1時間反応 させ た 後洗浄 した .
次に B S Abuffer に て 0.0001～ 100FEg に 希釈 した 精
製 B FP 15pl を加 え室 温 に て 1 時 間 反 応後各 w ell
に1 25Ⅰ標識 BF P15JJlを 添加 しさ ら に 室温 に て 1 時
間反応 後洗浄 し γ･ カ ウ ン タ ー に て比 活性 を測定 し た.
Ⅱ) 患者血 清中の B F P値 の 測 定
得られ た 標準曲線 を用 い て 患者血清中の B F P値 を
測定 し従来 の測定法 で の B F P値 と比較検討 した. 血
清は B S Abuffe rに て 16～ 160倍 に 希 釈 し て 測定 し
た.
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な お , 測定 した 患者血清は石井よ り供与 され た検体
で c o n v entio n al抗体 (抗B F P家兎血清) を用 い た 2
抗体法に よ る radioim m u n o a s say 法3)に よ る B F P値
はそ れ ぞれ検体 1;640ng/ml以上 , 検体2 : 640ng/
ml 以 上, 検体 3 ;33ng/ml, 検体4 :42ng/mlで あ っ
た .
成 績
Ⅰ) 免疫マ ウ ス の 血 中抗体 価 ( 表7)
初回免疫後 14 日目と 24 日目に つ い て 血中抗体価 を
比 較検討 する と, 14 日目 で は 770 ±318cpm(対照38
Cpm), (1000倍希釈), 24日目で は 899 ±352cpm(対
照384cpm)(500倍希釈) で あ っ た . 初 回免疫に よ り
抗体価の 上 昇は認 め られた が追加免疫で は抗体価の 上
昇は ほと ん ど認め られ なか っ た . そ こ で B F P 50/Jg を
静脈内投与 しそ れ か ら 3 ～ 4日後の 牌細胞 を用 い て細
胞融合 を行 っ た .
Ⅰ) 培養上 清中の 抗体価 ( 図2)
細胞融合 は免疫 した 5 匹の マ ウス を用 い て 5 回行 っ
た . 各融合毎に 鋸 ～ 90%の W ellに 細胞 の増殖を認 め
Table 5 . Pr oto c ol of a ntige nbinding a s s ay.
1 . Co at w ells with pu rified B F P(50FLl of l OOpg/ml)
2 . W a sh 3tim eswith B S A buffe r
3 . Ap ply s erially diluted c ultu r e super nata nts(30FLl)
4 . In c ubatefo rl ho u r at R. T.
5 . Wa sh 3tim es with B SA buffer
6 . Ap ply
1 25Ⅰ-1abeled rab bit a nti- m O u S eIg(30FLl)
7 . In c ubate fo rl ho u r at R. T .
8 . Wa sh 6-7 tim e swith P B S
9 . Co u nt
Table 6. Pr otoc ol of sta nda rd c u rv efo rB F P le v el.
1 . Co at w ells with r abbit a nti･ m O uSe Ig(50/}I of lOOpg/ml)forl ho u r at R･ T･
2 . Wa sh 3tim es with B S A buffer
3 . Ap ply adequ ately diluted c ulture s upe r natant(30Fl)
4 . In c ubate for l ho u r at R. T.
5 . W a sh 3tinl e S With B S A buffe r
6
.
Ap ply diluted B FP (15FLl)
7 . In c ubate forl ho u r at R. T,
8 . A d d1 25Ⅰ-1abeled B FP (15pl)
9 . In c ubateforl ho u r at R . T.
1 0
.
W a sh 6-7tim es with P B S




そ こ で各 w ell の培養上清中の抗体価を測定 した と
こ ろ, 対照は 219 ±64cpm で あ り 7000cpm 以上 を示
し た 46w ells 中 120 0cpm 以 上 を 示 し た の は 23
w ells で あ っ た
.
こ の結果よ り 12000cpm 以 上 を 示 し
た w el よ り 16w ells を選 び1imiting dilution に よ る
ク ロ ー ニ ン グを行っ た .
ⅠⅠ) ク ロ ー ニ ン グ した融合細胞の 培 養上清中の 抗体
価 ( 図3)
ク ロ ー ニ ン グ に よ り 融合細胞 の増殖 を認 め た の は
Table 7. Anti･B F Pa ntibody titer s of B F P
-
im m u niz ed mic e.
M o u s e
n u mber
Anti-B F Ptite r(cpm)at
14days 24days


























*: S e ru mdilutio n, 1:1 00
* *: S e ru mdilution, 1:500
* **: nOr mal B A L B/C m O u Se Se r u m
1st 2nd 3rd 4th 5 t h
CせIl †u sio n
● : 16s ele ctedc10n e S
Fig. 2. Anti-B F Ptite r of cultu r e s upe rn at nt of
hybrido m a c ells.
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1536w ells 中463w ells で あ っ た . そ こ で 各 w ellの培
養上清中の 抗体価 を測定 し た と こ ろ対 照 は 204±76
Cpm で あ り 2000cpm 以 上 を示 した 108w ells 中7000
Cpm 以上 を示 した の は 64 w ells で あ っ た .
ⅠⅤ) 高力価抗体産生株 お よ び 免疫 グ ロ ブ リ ン サ ブク
ラス の 決 定 ( 表8)
選択 し た 64w ells よ り さ ら に 高力価抗体産生株を
選び出した . 対照 は1455±99cpm で あ り 4000cpm 以
上 の w ell は 51 w ells で あ っ た .
次 に その 51 w ells に つ い て 免疫 グ ロ ブ リ ン サ ブク
ラ ス に つ い て 検 討 し た. 対 照 はIgGl が 935cpm ,
IgG 2a が 1909cpm , IgG 3 が 39cpm , IgM が 944cpm
, m O u SeIg が 1682cpm で あっ た . 培養上 清と対照 の
比 活性 の 羞 を 求 め サ ブ ク ラ ス が 決定 で き た の は32
w ells で あ っ た .
Ⅴ) ク ロ ー ン の 確立
高力価抗体産生株で あ り 免疫 グ ロ ブ リ ン サ ブク ラス
が 決定で き た 32w e11sよ り 2 A トCl, 2 G 8-A 6,3 El-Dl l,
6 C8･F12, 7H5- A6(以 下順次, B F Pm ono clonala nti-
body (B M A) 1, 2 , 3, 4 , 5 と略す) の 5 w ells
を選 び single c ellm a nipulatio n を行 っ た融合細胞の
増殖 を認 め た 180w ells 中102w e11s に つ い て培養上
清中の 抗体価 を測定した . 対照 は 116±21cpm であり
検討 した 102w ells よ り 高抗体力価 を 示 し た 5 w ells
を 選 択 し た. 選 択 し た 5 w ells の 各々 の 抗体価 ほ
B M A l が 939 5cpm , B M A 2 が 5249cpm , B M A 3
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● : 64s ele cted clo n e s
Fig. 3. Anti- B F Ptiter of c ulture s uper n ata nt of
Cloned hybrido m a c ells.
B F Pに 対す るモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 の 作製
が6626cpm , B M A4 が6360cpm , B M A 5 が 8153
cpm で あ っ た .
B MA l, 2, 3, 4, 5 の 免疫 グ ロ ブ リ ン の サ ブ ク
ラ ス はそ れ ぞれ IgG2a, IgG 2a, IgGl, IgG l, IgGl で
あっ た .
ⅤⅠ) 確立 し たク ロ ー ン の 抗原 特異性 の 検討
以上 よ り確立 さ れ た 5種の 抗体に つ い て そ の抗原特
異性を 2方法に て培養上清 を用 い て検討 した .
1) c o mpetitiv einhibitio n a s say に よ る抗原
特異性の検討 ( 図4)
5種の 培養 上 清 を B M Al は 500倍 , B M A 2 は
200イ乱 B M A 3 は 600倍, B M A 4 は 500倍, B M A 5
は 1200倍 に 希釈 して測定した. 精製 B F P と 5種の モ
ノク ロ ー ナ ル 抗体の 反 応を比 較検討す る と得 られ た 曲
線は 50%抑制が精製 B F P濃度で それ ぞ れ B M Al,
3, 4 が 0.5JLg/ml, B M A 2, 5 が 0･1JLg/mi に あ
り特異性 を有す る と 考 え られ た ( 図4-1). ま た,
B FP-fr ee s a mple と 5 種の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 の反
応を比 較検討 する と, B M A lお よ び 5 で は抑制が全
く認め ら れ な か っ た . し か し, B M A2 で は 40%,
B M A 3で は 27%, B M A 4 では 65%の 抑制 が B F P-
fre e s ample の原液で は認め られ , 精製 B F Pに 対す る
反応と は全く異 っ て い た (図4-2).
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2) A B A法 に よ る抗原特異性の 検討( 図5)
5種の抗体のうち B M A 5に つ い て さ ら に A B A法
を用 い て抗原特異性 を検討した . 培蓑上清の希釈に と
も な い 10000cpm か ら300cpm に ま で比活性の 低下
を認め, 全く B F P を含ま な い 対照で は比活性 は変化
せず200cpm で あり B M A 5 が抗原特異的であ る こ
と が確認され た.
Vll) 患者血清中の B y P催の 測 定
B M A 5 を用い 作製 した 標準曲線よ り B F P の定量
は 1ng/ml から 100ng/mlま で測定が可能であっ た
( 図6).
こ の標準曲線 よ り測定 した 患者血清中の B F P値 は
検体 1 は 1200ng/mi, 検体 2 は 800ng/ml, 検体 3 は
140ng/ml, 検体4 は 180ng/ml であ っ た .
考 察
1974 年 に 石 井が B F P を発見 して 以来2)3), B F P は臓
器特異性 は劣る が担病状態の 診断に きわ め て有要であ
る こ とが 報告さ れ て い る. しか し B F P の精製は き わ
め て困難 であり そ の抗体作製も容易で はなか っ た .
1975年に M ilstein と K6hle r4】が 単 一 抗体 を持続的
に 産生す る B細胞単 一 ク ロ ー ン を細胞融合法に より作
製す る こ と に成功 して 以来各種の 微量抗原, 例 えばT
Table 8. Hy pr odu c e r a nd im m u n oglobulin s ubclas s.
Clo n e hy pr odu c e r Ig
n u mbe r x lOO(CPm) s ubcla s s
Clon e hypr odu c e r Ig
n u mbe r xlOO(cpm) s ubclas s
2 A卜 B 6 5977
0
2 Aト C1 7896
2 A l-F 3 7583
2A ト Fl1 7031
2A l-G12 7794
2 A 卜 H 4 5033
8
2 G 8･-A 6 5761
3 El-D5 5139
0
3 E l-Dl1 6()72
3 E 卜 G 5 6()32
6 C 8-A5 5428
6 C 8-A lO 5219
6 C 8¶Al1 5222
6 C 8-B4 5766
6 C 8-B 6 5141
6 C 8-B 8 】 6075
6 C 8-Bl1 5052
6 C 8-Dl1 5394
6 C 8-D 1 2 5382
6 C 8-E 1 2 5655
6 C 8-F1 5355
0
6 C 8-F 12 6115
6 C 8TG 2 5322
6 C8-G 8 5098
6 C 8-H1 4868
6 C 8-H 6 5223
0
7 H5-A 6 6118
7 H 5-A 8 430()
7H5-B 5 4800
7 日5-G 3 4939
7 H5-H4 4466
7 H 5-H 8 4175
〇 :5 s ele cted clo n e s
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opm B M A 4 cD m BM A5
2.0 0 0
1.00 0情十
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B F Pに 対す るモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 の 作製
紳胞膜抗原, 癌細胞膜抗凰 その 他の 微量 可溶性抗原
の解析に対 して 本法が応用さ れ て い る .
今回微量 可溶性抗原 BF Pに 対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体を作製 した が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体作製 に あ た っ て
2 つ の こ とが 問題 とな る . 1 つ は微量可 溶性抗原に よ
る免疫方法 であ る. 現在の と こ ろ使用 す る抗原の免疫
原性, 免疫動物の 遠 い の た め 一 定 の 免疫方法 は確立さ
れて い な い . J. R. W a nds ら8)は B A L B/c マ ウス を用
い HBs抗原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 の 作製 を
種々 の 抗原量 を用 い て行 い 初 臥 1,10 も し く は 20〃g
の抗原 を腹腔内投与後 0.1, 1, 50も しく は 100〟g の
抗原で 静脈内に 追加免疫 しても抗体価の 上 昇 は著明で
はなく, 初回 10メイg の 抗原 を腹腔内投与後 10週目 に
静脈内 に 10JJg の 抗原 を追加免疫 し た 場合 に最も高
い 抗体価 の 上 昇 を 認 め た と報告 し て い る . 今 回 ,
10～ 50〟g の B F Pを計 4 回免疫 した と こ ろ, 初回免疫
に よる血 中抗体価の 上昇 は認 め られ た が 追加免疫 10
日後で は血 中抗体価の有意の 上 昇を認め なか っ た . こ
の こ と は H Bs抗 原と B F Pの 抗原性 の 遠 い に よ る も
の と考えら れ, 今後 その 他の可溶性抗原 に 対す る モ ノ
ク ロ ー ナル 抗体の 作製 に 際しさ ら に 検討 す べ き課題と
考えられ た.
い ま 1 つの 問題点 と して は抗体産生融合細胞を簡便
に求め る ため に は どの 様 に こ れ ら の 細胞 を sc re e ning
するか で あ る7ト11). B F Pの よう に 用 い る抗原が微量で
あるほ どその測定方法の 選択 は重要 な 問題で あ る. 今
回行 っ た P B A法 に よ る 融合細胞 の sc r ee ning は測定
時間も短く, 使用 した抗原 畳も微量 で す み , しか も抗原
特異 性も期待 で き る測定法で あり, 今後 同様の 微量 可
溶性抗原 に 対する モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体の 作製 に お い て
有用な sc r ee ning の 方法 で あ ると 考え られ た.
今回確立さ れた hybrido m a c ell l ine は免疫 グロ ブ
× 20 X ｣(〕ズ 即 X 博一】 Y 3 2rl 16 1rl ★ 1 2 8r) × 2 5和1 ヾ 5 1 2()
CuLI ure sup er n Q t Qnt dilutio n
Fig･ 5･ Antige nbinding as s ay.
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リ ン の サ ブク ラ ス が IgG2a で ある 2 Al･Cl(B M A l一),
2 G 8･A 6(B M A 2) の 2 種 とIgG l で あ る 3El-D ll
(B M A 3), 6 C 8･F 12(B M A4), 7H 5･A6(BM A 5)
の 3種 の計 5種 である. こ の 5種 のモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体の 抗原特異性 は c o mpetitiv einhibition a ssay の 結
果 よ り 明 ら か で あっ た . ま た B M A 5に つ い て は
A B A法で も抗体希釈 に と も な い 比活性の低下があ り
対照 で は比 活性 に 変化を認めて お らず抗原特異性が確
認さ れ た.
また c o mpetitiv einhibitio n a ss ayの 結果 をさ らに
比 較検討 して み ると , 従来の 抗 B F P抗体で は B F P が
測定され なか っ た 検体 との 反 応に お い て 5種の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗体の う ち B M A lお よ び 5 で は B F P は測
定さ れ な か っ たが B MA 2, 3, お よ び4 で は抑制率
に 差 は あ るが B F Pの 存在 を示 唆す る 結果 が得 ら れ
た. こ の こ と よ り それ ぞ れ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 は
B F Pに 対 して 親和性 あ る い は認識 する 抗原決定基 に
差が あ る可能性が推測さ れ た. ま た患者血 清中の B F P
値 を従来の抗 BF P抗体と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体と で測
定 した結果を比 較検討 して みる と, モ ノ ク ロ ー ナル 抗
体 に よ る測定値の方が従来の 抗体 に よる測定値 より も
高値 とな る血 清が認 めら れた . こ の こ と よ り患者血清
中に は B F P と共通抗原性 を有する物質, 例え ば B F P
の 分解産物あ るい は m odified B FP1 2)が存在す る可能
性が推測され た .
これ まで B F Pの 測定 は抗原の精製が繁雑 なた め抗
体の 作製も困難で 一 般的に は測定 で きな か っ た . しか
し今回 モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体が作製され た こ とに より安
価に しか も均 一 な力価の 抗体が容易に か つ 大量 に 入手
100 10 1 0▲1 0.0 10.00 10.00 01
ノ唱/ml
B F P
Fig. 6. Sta nda rd c u r v efo rB F P le v el.
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で き測定キ ッ ト間に 測定誤差の な い 安定な測定系の 確
立が可能と な っ た . また A F Pや C E A1 3)で は癌特異的
な も の と非特異的な もの の存在が推測さ れ 現在種々 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い てそ の適 い に つ い て検討さ
れ て い る1 4). 今回 作製した モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い
て B F P をさ らに 解析す る こ と に よ り B F Pに お い て
も癌特異的 な B F P が発見 さ れ る可 能性 が期待 さ れ
る.
結 論
今回 B F P に特異的 なモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を作製 し
た
. 抗体 は5種類で あり B F Pに 対す る親和性, 免疫 グ
ロ ブ リ ン サ ブク ラ ス に差異を認 め認識 す る抗原決定基
も臭っ て い る 可能性が推測さ れ た. 作 製 し た モ ノ ク
ロ ー ナル 抗体を用 い 測定キ ッ ト間に誤差 の な い 安定 な
測定系の 確立が 可能 と な り, ま た B F Pの 微細構造 に
対す る解析 も可能と な っ た .
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Key w ords:Basic Fetoprotein, Hybrid izatio n, Mo n o clo n ala ntibody, Antig印 Specincity.
A bstra ct
Anti-ba sic fetoprotein (B F P) m o n o clo n al a ntibodie s w e re e stablished by a hybridiz ati｡ n
m ethod･ Fiv e B A L B/c mic e(8- W e ek- 01dm ale s) w e r eim m u niz ed byl O-5 0p gofBFP 4 tim e s via
in tr aperi to n e al o rintr a v e n o u s ro ute･ Tw o w e ekslate r
,
a nti-BE Pa ntibodies w e r edetected in the
Se r a Of allmic e
■ The sple en c ells w e r e r em o ved fr o mim m u niz ed mice 7 2-9 6 hou rs afterthela st
a ntige n priming, a nd w e re hybridiz ed with P3- X 6 3-Ag8-U I B A L B/c myelo m a c ells(ratio :10:l)
at 3 7
0
c in the pre s e n c e of polyet hyle n eglyc ol(M ･W ･ 1 5 0 0) a sde s c ribed by He r z enbe rg et al
(1 9 80)･ Hybridc ells w e re s ele cted in H A Tm ediu m
･ Hybridcellspr odu cing m o n o clo nala nti- B F P
antibodies w e r efu rthe r sc r e e n ed by r adioim m u n o as say using
)25
I labeledpu rified BE Pantige ns
a nd w e re clo n ed by limiting dilutio n a nd single c ellm a nipulation ･ Fiv ehybridclo n es, Which
W e r e n a m ed B M A l
,2,3, 4 a nd 5, r e SPe CteV ely, W e r e e Stablished, a nd tho s eim m u noglobulin sub-
Clas es w e refo u nd to be IgG 2a,IgG 2a,IgG l, IgG la nd IgG l, r e SPe Ctively･ T he B F P- SPe Cific ties
Ofthe five m o n o clo n al a ntibodies e stablished w e r edeter min ed by dire ct a ntigen binding a s say
and co mpetitiv einhibitio n as say･ T he r e sultr ev e aledthat the fiv e m o n o clo n al a ntibodie shad
SPe Cific ty to BFP a nd t hat all the m o n o clo n al a ntibldies might be diffe re nt fr o m ea ch ot he rin
affin ty a nd r e c ogniz ed dete r min a nt.
Fu rthe r m o r e
,
it ca nbe spe c ulated thatt hereis a substa n c epo sesingthe sa m e a ntige nicity a s
BFP in the s e r u mofpatie nts withga stric c a n c er･ A m o r e stable assaysystem will be established
wi thm o n o clo n al a ntibldy tha n withcon v e ntio n al antibldy, a nd als o a c a ncer spe cific B F P is
e xpected to be dis c o v e r ed with the m o n o clo n al a ntibody.
